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A Osteogênese Imperfeita (OI) é uma doença clínica e geneticamente heterogênea 
caracterizada, predominantemente, por fragilidade e deformidade ósseas e por 
fraturas recorrentes. A maioria dos casos de OI resulta de mutações autossômicas 
dominantes nos genes COL1A1 e COL1A2, que codificam as cadeias formadoras do 
colágeno tipo I, principal proteína dos ossos. Nos últimos anos, um número 
crescente de casos decorrentes de mutações recessivas vem sendo relatado em 
genes associados à biossíntese do colágeno tipo I ou à formação e a mineralização 
óssea, como os genes LEPRE1, CRTAP, PPIB, FKBP10, SERPINH1 e SERPINF1. 
Mutações nesses genes, em geral, levam ao desenvolvimento de fenótipos graves e 
letais de OI. Neste trabalho, foram analisados os genes LEPRE1, CRTAP, PPIB, 
FKBP10, SERPINH1 e SERPINF1 de 25 pacientes com OI utilizando-se as técnicas 
de SSCP e sequenciamento. Ao todo, 29 variações genéticas foram detectadas, 
entre mutações e polimorfismos. Das onze variações encontradas no gene LEPRE1, 
estão a já bem descrita c.1080+1G>T e as mutações potencialmente deletérias 
c.2024G>A / p.Lys363Glu e c.1501C>T / p.Arg501Trp. No gene FKBP10, foi 
encontrada a também descrita duplicação c.831dupC, além da c.1546G>A / 
p.Leu516Phe, predita como causadora da doença. Observou-se que os genes 
FKBP10 e LEPRE1 contêm as principais mutações encontradas neste trabalho e 
sugere-se que os mesmos sejam preferencialmente analisados em estudos de 
triagem e identificação de mutações em OI. Até o momento, não existem relatos de 
mutações nos genes LEPRE1, CRTAP, PPIB, FKBP10, SERPINH1 e SERPINF1 em 
pacientes brasileiros e este trabalho fornece novas informações sobre os aspectos 
genéticos da OI recessiva. 
 
Palavras-chave: Osteogênese Imperfeita recessiva – mutações e polimorfismos – 






Osteogenesis Imperfecta (OI) is a clinically and genetically heterogeneous disease 
predominantly characterized by bone fragility and deformity and recurrent fractures. 
Most cases of OI result of autosomal dominant mutations in COL1A1 and COL1A2 
genes that encode the chains forming type I collagen, the main protein in bones. In 
the past few years, an increasing number of cases due to recessive mutations has 
been reported in genes associated with the biosynthesis of type I collagen or to the 
formation and bone mineralization, such as LEPRE1, CRTAP, PPIB, FKBP10, 
SERPINH1 and SERPINF1. Mutations in these genes, in general, lead to the 
development of severe and lethal OI phenotypes. In this work, LEPRE1, CRTAP, 
PPIB, FKBP10, SERPINH1 and SERPINF1 of 25 OI patients were analyzed using 
SSCP and automated sequencing. Altogether, 29 genetic variations were detected, 
mutations and polymorphisms. Among the eleven variants found in LEPRE1 gene, 
there are the already well described c.1080 + 1G> T and the potentially deleterious 
mutations c.2024G> A / p.Lys363Glu and c.1501C> T / p.Arg501Trp . In FKBP10 
gene, the previously described duplication c.831dupC, and c.1546G>A / 
p.Leu516Phe, predicted to be disease causing, were detected. It was observed that 
FKBP10 and LEPRE1 contain the most important mutations found in the patients 
studied in this work and it is suggested that LEPRE1 and FKBP10 should be 
preferably analyzed in studies of screening and identification of mutations in patients 
with OI. To date, there are no reports of mutations in LEPRE1, CRTAP, PPIB, 
FKBP10, SERPINH1 and SERPINF1 genes in Brazilian patients and this study 
provides new information on the genetic aspects of recessive OI. 
 
Keywords: Recessive Osteogenesis Imperfecta – mutations and polymorphisms – 
SSCP – LEPRE1/CRTAP/PPIB – FKBP10/SERPINH1/SERPINF1  
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1   INTRODUÇÃO 
 
A Osteogênese Imperfeita (OI) é uma doença genética caracterizada por uma 
grande variabilidade clínica, podendo apresentar-se de forma branda, em que os 
sinais são leves e o paciente possui poucas limitações físicas, até a forma letal, com 
morte intraútero ou nos primeiros momentos após o nascimento.  
Popularmente, a OI é conhecida como “doença dos ossos de vidro”, “doença dos 
ossos de cristal” ou “doença dos ossos frágeis”, devido aos principais sinais 
apresentados pela maioria dos pacientes: fragilidade óssea com fraturas 
recorrentes. Além disso, deformidade óssea, baixa estatura, esclera azulada, 
dentinogênese imperfeita e perda precoce da audição são sinais frequentemente 
observados. 
A OI afeta aproximadamente 1 em cada 15.000 a 20.000 indivíduos (FORLINO et 
al., 2011). Assim, estima-se que no Brasil existam cerca de 9.500 a 13.000 
portadores da doença.  
Tradicionalmente, classifica-se a doença em quatro tipos, com base em aspectos 
clínicos e radiológicos. A OI tipo I é a forma mais branda da doença, a tipo II é a 
forma letal, a tipo III é a forma mais grave não letal e a OI tipo IV é a forma mais 
comum e heterogênea da doença (SILLENCE, SENN E DANKS, 1979).   
A maioria dos casos apresenta padrão de herança autossômico dominante, sendo 
causada por mutações nos genes COL1A1 e COL1A2. Esses genes codificam, 
respectivamente, as cadeias 1 e 2, formadoras do colágeno tipo I, uma das 
proteínas estruturais mais importantes dos ossos, da pele e dos tendões (BARSH; 
BYERS, 1981; GAJKO-GALICKA, 2002; CANTY; KADLER, 2005). Em 1983, foi 
descrita a primeira mutação causadora da OI, uma deleção no gene COL1A1 (CHU 
et al., 1983). No ano seguinte, foi relatado o primeiro caso resultante de mutação em 
COL1A2. (PIHLAJANIEMI et al., 1984). Atualmente, já foram descritas mais de 1200 
mutações diferentes nos genes COL1A1 e COL1A2 (DALGLEISH, 1998). Os 
fenótipos decorrentes de mutações autossômicas dominantes em COL1A1 ou 
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COL1A2 são muito variáveis, podendo ser expressa desde a forma leve até a forma 
letal de OI.  
Além dos casos autossômicos dominantes, é crescente na literatura o número de 
casos decorrentes de mutações autossômicas recessivas. Em sete anos, treze 
genes foram associados às formas recessivas de OI: LEPRE1 (CABRAL et al., 
2007),  CRTAP (MORELLO et al., 2006), PPIB (van DIJK et al., 2009a), FKBP10 
(ALANAY et al., 2010), SERPINH1 (CHRISTIANSEN et al., 2010), SERPINF1 
(BECKER et al., 2011), PLOD2 (PUIG-HERVÁS et al., 2012), TMEM38B (SHAHEEN 
et al., 2012), BMP1 (MARTÍNEZ-GLEZ et al., 2012), WNT1 (FAHIMINIYA et al., 
2013), SP7 (LAPUNZINA et al., 2010) e CREB3L1 (SYMOENS et al., 2013). O maior 
número de mutações autossômicas recessivas causadoras da OI foi verificado nos 
genes LEPRE1, CRTAP, PPIB, FKBP10, SERPINH1 e SERPINF1. Em geral, as tais 
mutações estão associadas a fenótipos graves e/ou letais. 
Já foram, também, relatados casos de mutações novas para a doença (BYERS; 
TSIPOURAS; BONADIO, 1988). Além disso, alguns pacientes herdam a mutação 
patogênica de um dos pais, que apresentam mosaicismo gonadal e pouca ou 
nenhuma anormalidade (LUND et al., 1997; ZLOTOGORA, 1998; PYOTT et al., 
2011; YAMADA et al., 2012).  
Assim, fica evidente que, além da heterogeneidade clínica, a OI apresenta, também, 
grande heterogeneidade genotípica.   
Atualmente, o diagnóstico é dado analisando-se, predominantemente, os aspectos 
clínicos do paciente. Entretanto, o diagnóstico clínico, apenas, pode não ser tão 
preciso. A presença de esclera azulada, por exemplo, é uma característica 
altamente sugestiva, mas não é necessariamente um sinal patognomônico de OI. 
Outro exemplo é a dentinogênese imperfeita, que é verificada mais frequentemente 
na primeira dentição do que na dentição permanente (GLORIEUX, 2008). 
Dentro deste contexto, os estudos moleculares são ferramentas muito úteis para o 
diagnóstico da OI. Através da identificação de mutações em pacientes dos quais já 
foram obtidas as informações sobre os fenótipos, é possível obter um melhor 
esclarecimento sobre a relação entre os locais e tipos de mutações e os fenótipos 
decorrentes dessas alterações. Quanto maior o número de informações acerca dos 
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aspectos genéticos da OI, melhores são as possibilidades de se fornecer um 
diagnóstico precoce e mais preciso, imprescindível para um tratamento adequado, 
possibilitando uma melhor qualidade de vida aos pacientes portadores desta doença 
(HOROVITZ; MATTOS; LLERENA, 2004). 
Assim, realizar a detecção de mutações causadoras da OI, bem como identificar a 
presença de polimorfismos não patogênicos dentro da população são peças 
imprescindíveis para otimizar o diagnóstico molecular para a doença, além de 
fornecer informações para um melhor aconselhamento genético sobre a OI.  
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2   REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 
2.1   HISTÓRICO 
 
A Osteogênese Imperfeita (OI; MIMs 166200, 166210, 259420, 166220, 610967, 
613982, 610682, 610915, 259440, 613848, 610968, 613849, 614856, 613982, 
610967, 615220) é reconhecida como doença desde o século XVII, mas foi chamada 
de Osteomalácia Congênita até o final do século XIX (ROUGHLEY; RAUCH; 
GLORIEUX, 2003), quando o nome Osteogenesis Imperfecta foi introduzido por 
Willem Vrolik. No Handbook of Pathological Anatomy (1842-1844) e no Tabulae 
(1842-1849), Willem Vrolik descreveu o caso de um recém-nascido que morreu três 
dias após o nascimento. O corpo apresentava inúmeras fraturas e era muito mal 
desenvolvido. No esqueleto, foram verificadas diversas características peculiares 
que, hoje, são reconhecidas como sendo características de pacientes com OI 
(BALJET, 2002). 
Existem relatos de OI desde a Antiguidade. Em um estudo de paleopatologia, 
Lowenstein (2009) descreve uma múmia egípcia, datada do ano de 1.000 a.C., que 
apresenta alterações no esqueleto, nos dentes e nos ossos longos típicas de 
portadores de OI (LOWENSTEIN, 2009). 
A primeira descrição científica da doença foi dada pelo cirurgião sueco Olaus Jakob 
Ekman, em 1788, e foi Edmond Axman, em 1831, quem primeiro descreveu algumas 
das principais características da OI, como fragilidade óssea, hipermobilidade das 







2.2   CARACTERIZAÇÃO 
  
A OI, também conhecida com “doença dos ossos frágeis”, é uma doença genética 
que afeta um a cada 15.000 – 20.000 indivíduos (FORLINO et al., 2011) e apresenta 
um quadro clínico bastante heterogêneo. Apesar de os sinais, os sintomas e a 
gravidade da doença variarem muito de um caso para outro, algumas características 
são tipicamente verificadas em grande parte dos pacientes com OI, como fragilidade 
óssea, deformidade dos ossos longos, fraturas ósseas recorrentes, baixa estatura, 
esclera azulada, perda precoce da audição e dentinogênese imperfeita. 
Sabe-se que a maioria dos casos são decorrentes de mutações autossômicas 
dominantes nos genes COL1A1 e COL1A2, que codificam, respectivamente, as 
cadeias de pró-colágeno 1 e 2, formadoras do colágeno tipo I, uma das proteínas 
estruturais mais importantes do osso, da pele e dos tendões (BARSH; BYERS, 
1981; GAJKO-GALICKA, 2002; CANTY; KADLER, 2005). Em 2012, foram 
detectadas as primeiras mutações autossômicas dominantes no gene IFITM5, que 
codifica uma proteína transmembrana osteoblasto-específica cuja função parece 
estar relacionada à mineralização óssea (CHO et al., 2012; SEMLER et al., 2012; 
MOFFATT et al., 2008). 
Ainda, é crescente na literatura o número de casos de OI decorrentes de mutações 
autossômicas recessivas localizadas nos genes LEPRE1 (CABRAL et al., 2007),  
CRTAP (MORELLO et al., 2006), PPIB (VAN DIJK et al., 2009a), FKBP10 (ALANAY 
et al., 2010), SERPINH1 (CHRISTIANSEN et al., 2010), SERPINF1 (BECKER et al., 
2011), PLOD2 (PUIG-HERVÁS et al., 2012), TMEM38B (SHAHEEN et al., 2012), 
BMP1 (MARTÍNEZ-GLEZ et al., 2012), WNT1 (FAHIMINIYA et al., 2013), SP7 
(LAPUNZINA et al., 2010) e CREB3L1 (SYMOENS et al., 2013).  
Já foram, também, relatados casos de mutações novas para a doença (BYERS; 
TSIPOURAS; BONADIO, 1988). Além disso, alguns pacientes herdam a mutação 
patogênica de um dos pais, que apresentam mosaicismo gonadal e pouca ou 
nenhuma anormalidade (LUND et al., 1997; ZLOTOGORA, 1998; PYOTT et al., 
2011a; YAMADA et al., 2012).  
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A terapia padrão para o tratamento da OI é a aplicação intravenosa cíclica de 
pamidronato dissódico. A administração intermitente desse medicamento promove, 
aos pacientes de OI, redução da dor crônica, aumento da massa óssea e redução 
do nível de incapacidade física, reduzindo o número de fraturas recorrentes, 
controlando a progressão da doença e aumentando substancialmente a mobilidade 
e a qualidade de vida dos pacientes. (ACKAY et al., 2008; RAUCH et al., 2009; 
GLORIEUX et al., 1998). 
 
 
2.3   CLASSIFICAÇÃO 
 
A primeira forma de classificação para a OI se deu no início do século XX, quando a 
doença passou a ser subdividida nas formas congênita (grave) e tarda (branda). No 
entanto, à medida que um maior número de pacientes foi sendo avaliado, a 
variedade clínica da doença ficou evidente e foi necessário o desenvolvimento de 
um novo sistema de classificação (ROUGHLEY; RAUCH; GLORIEUX, 2003). 
Em 1979, após a realização de um estudo epidemiológico e genético (baseado em 
histórico familiar) com 180 pacientes com OI, Sillence, Senn e Danks (1979), 
propuseram uma nova classificação para a OI em quatro tipos:  
- OI tipo I representa a forma mais branda da doença. Os pacientes 
apresentam estatura bem próxima do normal, pouca ou nenhuma deformidade 
óssea, fragilidade óssea de leve a moderada, esclera azulada e perda precoce da 
audição. A dentinogênese imperfeita pode estar presente ou ausente.  
- OI tipo II representa a forma mais grave por ser letal no período perinatal, na 
maioria dos casos, ou nos primeiros dias de vida. Os pacientes sofrem de extrema 
fragilidade e deformidade ósseas. Insuficiência respiratória, hemorragias e 
malformações no sistema nervoso central são as principais causas de morte.  
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  - OI tipo III é a forma não letal mais grave. Compreende pacientes que 
apresentam face triangular, estatura muito baixa, deformidades ósseas progressivas, 
fraturas múltiplas, dentinogênese imperfeita e perda de audição.  
- OI tipo IV é a forma mais comum e mais heterogênea da doença, com 
gravidade moderada. Agrupa os pacientes que apresentam estatura variável, 
deformidade óssea branda a moderada, fragilidade óssea variável, osteoporose e 
curvatura em ossos longos. A dentinogênese imperfeita também pode estar presente 
ou ausente.  
Por muitos anos, a classificação proposta por Sillence, Senn e Danks (1979) foi 
utilizada para diferenciar as várias formas de OI de acordo com a gravidade da 
doença. Entretanto, com a evolução dos estudos em OI, com a observação de 
fenótipos peculiares e, principalmente, com a identificação de novos genes 
associados à doença, outras classificações foram sendo propostas ao longo dos 
anos com o objetivo de incluir todos os dados clínicos, histológicos, radiológicos e 
genéticos descobertos.  
Em um trabalho publicado em 2010, Van Dijk e colaboradores propuseram uma 
nova classificação para a OI em seis tipos. A proposta consiste em manter alguns 
aspectos da classificação tradicional, mas sugere modificações, especialmente no 
que se refere à localização das mutações causadoras dos diferentes tipos de OI. No 
trabalho, é proposto que a OI tipo I está associada apenas a mutações nos genes 
COL1A1 e COL1A2, enquanto que as formas II – IV podem ser resultantes de 
mutações nesses dois genes, além do CRTAP, LEPRE1 e PPIB. O tipo V 
permanece devido às características clínicas, radiológicas e histológicas peculiares 
e o tipo VI engloba pacientes com características histológicas únicas, mas sem 
peculiaridades quanto ao quadro clínico e radiológico. De acordo com a proposta, 
pacientes com os tipos V ou VI de OI serão diagnosticados pelos fenótipos 
apresentados, independentemente do local onde ocorrem as mutações (VAN DIJK 
et al., 2010). 
Em 2011, Forlino e colaboradores propuseram uma classificação para a OI em 11 
tipos. De acordo com a proposta, OI tipo I limita-se a casos de haploinsuficiência do 
colágeno tipo I. OI tipos II, II e IV seguem a descrição tradicional de Sillence, Senn e 
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Danks (1979) e são resultados de mutações autossômicas dominantes em COL1A1 
ou COL1A2. OI tipo V também resulta de mutações autossômicas dominantes, 
porém em outros genes, e apresenta defeitos de mineralização e características 
histológicas peculiares. OI tipos VI a XI são decorrentes de mutações autossômicas 
recessivas nos genes SERPINF1, CRTAP, LEPRE1, PPIB, SERPINH1 e FKBP10, 
respectivamente.   
Atualmente, devido à descoberta de novos genes e a observação novos fenótipos 
associados a OI, uma classificação genética e molecular (Quadro 1) inclui 12 tipos 
que apresentam padrões de herança autossômicos dominantes e recessivos e 
exibem extensas variações clínicas (MARINI; BLISSETT, 2013). 
 
Quadro 1 – Classificação da Osteogênese Imperfeita 























Sem mutações  
em COL1A1 / 2 
V AD IFITM5 Histologia distinta 
Defeitos de 
mineralização 
VI AR SERPINF1 Histologia distinta 
Defeitos de  
3-hidroxilação 
VII AR CRTAP Grave a letal 
VIII AR LEPRE1 Grave a letal 
XIX AR PPIB Moderado a letal 
Defeitos de  
chaperonas 
X AR SERPINH1 Grave 
XI AR FKBP10 Deformidade progressiva 
Defeitos de clivagem  
do pró-peptídeo C 
XII AR BMP1 Grave 




Defeito do  
canal de cátion 
TMEM38B Moderado a grave 
Defeito da  
proteína sinalizadora 
WNT1 Moderado; deformidade progressiva 
Adaptada de MARINI; BLISSETT, 2013.  
Observações: O gene CREB3L1 não foi incluído no quadro, pois a descrição da primeira mutação para OI em CRE3L1 foi 




Acredita-se que o gene PLOD2 não tenha sido incluído, pois o maior número de mutações neste gene resultam na Síndrome 
de Bruck, que apresenta um fenótipo semelhante a OI, porém com características singulares. Assim, não são todos os 
pesquisadores que incluem o PLOD2 entre os genes causadores da OI.  
 
A grande variabilidade fenotípica para OI tornou evidente a necessidade de se 
padronizar internacionalmente os critérios utilizados para determinar a gravidade da 
doença entre os indivíduos afetados e as possibilidades de tratamento para os 
pacientes com OI. Por esta razão, Van Dijk e Sillence (2014) propuseram uma 
escala de gravidade baseada em dados clínicos e históricos, frequência de fraturas, 
densitometria óssea e nível de mobilidade. Além disso, a escala também contém um 
guia geral para dados clínicos pré-natais e dados de ultrassonografia (Quadro 2). A 
escala já foi utilizada em estudos envolvendo 231 crianças com OI avaliadas por 22 
profissionais de 11 países. De acordo com os criadores da escala, a mesma 
necessita ser validada com a colaboração de centros especializados avaliando um 
maior número de pacientes para confirmar sua utilidade clínica (VAN DIJK; 
SILLENCE, 2014).  
 
Quadro 2 – Escala de gravidade da Osteogênese Imperfeita 
OI LEVE 
     Dados de ultrassom com até 20 semanas de gestação 
Sem fraturas e curvatura dos ossos 
     Dados pós-natais 
Raras fraturas congênitas 
Altura e velocidade de crescimento normais ou próximas do normal 
Ossos longos retos, sem deformidades 
Capacidade de deambulação na ausência de fraturas 
Mínimas fraturas vertebrais por esmagamento 
Densidade mineral óssea da coluna lombar entre -1,5 e +1,5 
Taxa anual de fraturas menor ou igual a 1 
Ausência de dor óssea crônica ou dor mínima controlada por analgésicos simples 
Frequência escolar regular; não falta à escola por dores, letargia ou fadiga 
 
OI MODERADA 
     Dados de ultrassom com até 20 semanas de gestação 
Raras fraturas e curvatura dos ossos, podendo aumentar no último trimestre 
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Quadro 2 – Escala de gravidade da Osteogênese Imperfeita (continuação) 
     Dados pós-natais (não alterados com a administração de bisfosfonatos) 
Fraturas congênitas ocasionais 
Baixa estatura e velocidade de crescimento reduzida 
Arqueamento anterior de pernas e coxas 
Arqueamento de ossos longos devido à imobilização por fraturas recorrentes 
Fraturas vertebrais por esmagamento 
Densidade mineral óssea da coluna lombar em geral entre -2,5 e -1,5 
Taxa anual de fraturas pré-puerais maior do que 1 (média de 3, podendo variar muito) 
Ausência na escola devido a dor por mais de 5 dias por ano 
 
OI GRAVE 
     Dados de ultrassom com até 20 semanas de gestação 
Encurtamento de ossos longos 
Fraturas ou arqueamento dos ossos longos com deficiência na modelagem óssea 
Costelas finas com ausência de fraturas ou fraturas descontínuas 
Mineralização reduzida 
     Dados pós-natais (não alterados com a administração de bisfosfonatos) 
Deficiência acentuada no crescimento linear 
Dependente de cadeira de rodas 
Deformidade progressiva dos ossos longos e da coluna vertebral (não relacionada a fraturas) 
Densidade mineral óssea da coluna lombar geralmente menor do que -3,0 
Taxa anual de fraturas pré-puerais maior do que 3 (varia com a idade) 
Dor óssea crônica se não tratado com bisfosfonatos 
Muitas ausências na escola devido a fraturas, fadiga ou dor. 
 
OI EXTREMAMENTE GRAVE 
     Dados de ultrassom com até 20 semanas de gestação 
Encurtamento dos ossos longos 
Fraturas e/ou arqueamento dos ossos longos com grave deficiência na modelagem óssea 
Costelas grossas ‘em contas’ devido a múltiplos pontos de fraturas, ou costelas finas 
Mineralização óssea 
     Dados pós-natais 
Coxas em abdução e rotação externa fixa com limitação dos movimentos da maioria das articulações 
Indicadores clínicos de dor crônica grave (palidez, sudorese, choro ou expressão de dor) 
Diminuição da ossificação do crânio, múltiplas fraturas de ossos longos e costelas. Tórax pequeno. 
Encurtamento e deformidade do fêmur 
Esmagamento de todas as vértebras 




2.4   COLÁGENO TIPO I  
 
O colágeno tipo I é uma proteína fibrosa que pertence à família dos colágenos, 
proteínas codificadas por mais de 30 genes e que compõem muitos tecidos no corpo 
(MOONEY; KLEIN, 2002). Os colágenos são as proteínas mais abundantes do corpo 
humano, compondo cerca de 30% de sua massa protéica (MYLLYHARJU E 
KIVIRIKKO, 2004). 
O colágeno tipo I é a principal proteína que constituinte dos ossos, representando 
90% de todo o conteúdo protéico desses tecidos. É, ainda, a principal proteína da 
pele, dos tendões, da parede de vasos sanguíneos e de outros tecidos conjuntivos, 
com exceção de cartilagens (BYERS, 2000; BISHOP, 2010). 
Altamente resistente à tensão, a molécula do colágeno tipo I é composta de três 
subunidades: duas cadeias de pró-colágeno alfa 1, codificadas pelo gene COL1A1 e 
uma cadeia de pró-colágeno alfa 2, codificada pelo gene COL1A2 (Figura 1). Estas 
cadeias são unidas inicialmente na porção C-terminal e a interação das mesmas se 
propaga para a porção N-terminal formando uma hélice tripla (CANTY; KADLER, 
2005).  
Cada cadeia contém cerca de 1000 aminoácidos e é composta de 338 repetições 
ininterruptas de Glicina - Xaa - Yaa, onde Xaa é frequentemente prolina e Yaa, 
hidroxiprolina (FORLINO; MARINI, 2000). A glicina, devido ao seu pequeno 
tamanho, está relacionada ao dobramento e a estabilidade da tripla hélice do 
colágeno tipo I, sendo o único aminoácido compacto o suficiente para ocupar a 
posição axial da hélice, sendo necessária nas junções onde as três cadeias estão 
em contato. Por essa razão, mutações que resultam em substituições da glicina por 
outros aminoácidos perturbam muito a estrutura helicoidal da molécula do colágeno 
tipo I. Tais alterações compreendem aproximadamente 85% das mutações 
identificadas no gene COL1A1 (BISHOP, 2010; DALGLEISH, 1998). 
A molécula é, ainda, caracterizada pela presença de um domínio em tripla hélice de 
300nm de comprimento, flanqueado por dois domínios globulares terminais 
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conhecidos como pró-peptídeos N e C, que não são formados pelas repetições 
Glicina-Xaa-Yaa (CANTY; KADLER, 2005). 
 
 
Figura 1 – Estrutura do colágeno tipo I 
Fonte (modificado): http://web.mit.edu/3.082/www/team1_f02/collagen.htm.  
Original de http://www2.mcdaniel.edu/Chemistry/CH3321JPGs/Proteins 
 
A biossíntese do pró-colágeno tipo I ocorre no retículo endoplasmático das células e 
necessita de uma série de modificações pós-traducionais. Após a translocação das 
cadeias de pró-colágeno tipo I para o retículo endoplasmático, múltiplos resíduos de 
lisina e prolina são hidroxilados ao longo da molécula pela lisil hidroxilase e por prolil 
hidroxilases, respectivamente. A hidroxilação dos resíduos de prolina aumenta a 
estabilidade da molécula e é um elemento chave para o dobramento da mesma. 
Cerca de um quarto dos resíduos de lisina e metade dos resíduos de prolina são 
hidroxilados nas moléculas normais de colágeno tipo I sintetizadas por fibroblastos 
em cultura.  
Subsequentemente, alguns resíduos de hidroxiprolina são glicosilados pelas 
galactosil-transferase e glucosil-tranferase. Os resíduos de lisina e prolina na região 
de formação da hélice nas cadeias do pró-colágeno tipo I estão acessíveis a estas 
modificações apenas quando as porções das cadeias em que estão localizados 
estão desdobradas. À medida que a tripla hélice vai sendo formada linearmente da 
extremidade carboxil para a extremidade amino da molécula, resíduos de lisina e 
prolina vão se tornando inacessíveis para modificação.  
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A associação prematura entre as cadeias é evitada por chaperonas como a HSP47 
e a FKBP65 e por enzimas modificadoras do colágeno até que a biossíntese das 
cadeias esteja completa. A seleção das cadeias e a associação para a formação da 
tripla hélice são determinadas por pró-peptídeos C terminais nas moléculas de pró-
colágeno tipo I (ISHIKAWA et al., 2009; MARINI et al., 2007). As proteínas não 
podem deixar o retículo endoplasmático até que tenham atingido a conformação 
correta (HAMMOND; HELENIUS, 1995). 
Quando a molécula se encontra na conformação correta de tripla hélice, é 
transportada do retículo endoplasmático ao complexo de Golgi e secretada para fora 
das células (NAGATA, 2003). Uma vez no meio extracelular, os trímeros de pró-
colágeno tipo I são processados em moléculas maduras de colágeno tipo I através 
da remoção proteolítica dos pró-peptídeos N e C terminais, expondo telopeptídeos 
curtos que se unem para formar agregados conhecidos como fibrilas. As fibrilas do 
colágeno tipo I são a principal fonte de resistência e definem a forma dos tecidos 
que constituem (CANTY; KADLER, 2005). 
A visão geral da biossíntese do colágeno tipo I está esquematizada na figura 2. 
 
 
2.5   OS GENES LEPRE1, CRTAP, PPIB, FKBP10, SERPINH1 E 
SERPINHF1 E A OSTEOGÊNESE IMPERFEITA RECESSIVA 
Até o momento, mutações autossômicas recessivas causadoras da OI foram 
detectadas em doze genes: LEPRE1 (CABRAL et al., 2007),  CRTAP (MORELLO et 
al., 2006), PPIB (VAN DIJK et al., 2009a), FKBP10 (ALANAY et al., 2010), 
SERPINH1 (CHRISTIANSEN et al., 2010), SERPINF1 (BECKER et al., 2011), 
PLOD2 (PUIG-HERVÁS et al., 2012), TMEM38B (SHAHEEN et al., 2012), BMP1 
(MARTÍNEZ-GLEZ et al., 2012), WNT1 (FAHIMINIYA et al., 2013), SP7 
(LAPUNZINA et al., 2010) e CREB3L1 (SYMOENS et al., 2013).  
Dentre esses, LEPRE1, CRTAP, PPIB, SERPINF1, FKBP10 e SERPINF1 são os 
genes com o maior número de mutações patogênicas descritas para OI e, por esta 




Figura 2 - Visão geral da biossíntese do colágeno tipo I. O colágeno tipo I consiste de duas 
cadeias alfa 1 e uma cadeia alfa 2. Após a tradução, as cadeias pró-alfa 1 e pró-alfa 2 são 
processadas no retículo endoplasmático rugoso. Estas cadeias precisam se alinhas para que se inicie 
o processo de dobramento do pró-colágeno tipo I em tripla hélice. Durante este processo de 
dobramento, proteínas específicas realizam modificações pós-traducionais. Os genes que codificam 
as proteínas envolvidas nas modificações pós-traducionais e nos quais mutações causadoras de OI 
já foram descritas estão retratados nesta figura. Após o transporte do pró-colágeno tipo I ao complexo 
de Golgi e a exocitose para a matriz extracelular, a clivagem dos pró-peptídeos C e N resulta na 
formação do colágeno tipo I. Em seguida, ligações cruzadas entre as moléculas de colágeno tipo I 
levam à formação das fibrilas. Múltiplas fibrilas de colágeno tipo I formam as fibras de colágeno, 




2.5.1   LEPRE1, CRTAP E PPIB 
 
As proteínas codificadas pelos genes LEPRE1 (MIM 610339), CRTAP (MIM 605497) 
e PPIB (MIM 123841) trabalham em conjunto, na proporção de 1:1:1, formando um 
complexo de hidroxilação pós-traducional das moléculas de colágeno tipo I 
(VRANKA; SAKAI; BACHINGER, 2004). 
O gene LEPRE1 (leucine proline-enriched proteoglycan – leprecan – 1) está 
localizado no cromossomo 1p34.1 e é formado por 15 exons. Este gene codifica a 
prolil-3-hidroxilase 1 (P3H1), membro da família das prolil hidroxilases do colágeno. 
Membros desta família se encontram no retículo endoplasmático e catalisam 
modificações pós-traducionais específicas do colágeno necessárias para a síntese e 
a montagem dessas moléculas (NCBI GENE, acesso em julho de 2014). 
O gene CRTAP (cartilage associated protein) está localizado no cromossomo 3p22.3 
e possui sete exons. O gene codifica a proteína-cartilagem-associada (CRTAP), que 
possui 46.5 kDa e é formada por 401 aminoácidos (MARINI et al., 2007). A proteína 
CRTAP não possui uma função enzimática conhecida. Embora o colágeno em 
camundongos CRTAP -/- tenha mostrado uma redução na 3-hidroxilação da prolina, 
o mecanismo envolvido neste processo ainda não foi perfeitamente compreendido. 
Sabe-se que a CRTAP mantém os níveis de P3H1 normais e facilita a ligação da 
ciclofilina B (CyPB) ao colágeno (CHOI et al., 2009). CRTAP se liga a P3H1 e é 
necessária para que a 3-hidroxilação dos resíduos de prolina nas moléculas de pró-
colágeno tipo I ocorra de maneira eficiente. Apesar desta ligação não ser essencial 
para a atividade da P3H1, a CRTAP parece facilitar sua associação às cadeias de 
pró-colágeno. Em humanos, a perda total da CRTAP está associada a uma drástica 
redução na 3-hidroxilação das moléculas de colágeno tipo I e resulta em fenótipos 
muito graves a letais de OI (MORELLO et al., 2006). 
O gene PPIB (peptidylprolyl isomerase B, cyclophilin B) está localizado no 
cromossomo 15q21-q22 e é formado por cinco exons. Este gene codifica a proteína 
de ligação ciclosporina ou ciclofilina B (CyPB) localizada, principalmente, no retículo 
endoplasmático (VRANKA; SAKAI; BACHINGER, 2004; NCBI GENE, acesso em 
julho de 2014). Dentro do complexo P3H1-CRTAP-CyPB, atua principalmente como 
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uma PPIase, realizando a isomerização cis-trans das ligações peptidil-prolil nos 
domínios da tripla hélice que permite a formação de uma molécula estável 
(ISHIKAWA et al., 2009). 
 O complexo P3H1-CRTAP-CyPB é responsável pela 3-hidroxilação de um único 
resíduo de prolina na posição 986 em cada uma das cadeias alfa 1 dos colágenos 
tipo I e II. Nos colágenos tipos III e IV, múltiplos resíduos de prolina são 3-
hidroxilados (MARINI et al., 2007). A prolil-3-hidroxilação é uma das várias 
modificações das cadeias de pró-colágeno que contribuem para o dobramento 
correto, para a estabilidade e secreção da molécula (CABRAL et al., 2007). 
As moléculas de colágeno têm uma forte tendência formar agregados. Este 
processo deve ser inibido dentro das células e permitido apenas após a secreção no 
espaço extracelular. O complexo P3H1-CRTAP-CyPB, através de sua ligação às 
moléculas, contribui para a prevenção da agregação prematura das cadeias de 
colágeno no retículo endoplasmático. Com isso, verifica-se que o complexo P3H1-
CRTAP-CyPB desempenha três funções: proli-3-hidroxilação, PPIase e chaperona 
molecular (ISHIKAWA et al., 2009). 
Em humanos, mutações em LEPRE1, CRTAP e PPIB resultam em formas muita 
graves a letais de OI e estão associadas a uma excessiva modificação pós-
traducional das cadeias do colágeno tipo I no retículo endoplasmático e a uma 
redução na 3-hidroxilação do resíduo de prolina na posição 986 das cadeias alfa 1. 
(CABRAL et al., 2007; BALDRIDGE et al., 2008; BODIAN et al., 2009; WILLAERT et 
al., 2009; VAN DIJK et al., 2011; CHANG et al., 2010; PYOTT et al., 2011a; TAKAGI 
et al., 2012; CAPARRÓS-MARTIN et al., 2013; MOUL et al., 2013; ZHANG et al., 
2011; MORELLO et al., 2006; BARNES et al., 2006; VAN DIJK et al., 2009a; VALLI 
et al., 2011; VAN DIJK et al., 2009b; BARNES et al., 2010; PYOTT et al., 2011b; 
BARNES et al., 2012). A ausência da P3H1, da CRTAP ou da CyPB resulta em um 
atraso no dobramento em hélice o que, consequentemente, expõe as cadeias da 
molécula à atividade das lisil hidroxilases e das prolil-4-hidroxilases por tempo 
prolongado. (CABRAL et al., 2007; VAN DIJK et al., 2009b). 
De maneira geral, a OI é resultado de uma perturbação na atividade do complexo 
P3H1-CRTAP-CyPB, afetando não apenas a 3-hidroxilação do resíduo de prolina na 
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posição 986 das cadeias alfa 1, como também a função de PPIase e de chaperona 
do complexo (VAN DIJK et al., 2009b). 
 
 
  2.5.2   SERPINH1 E FKBP10  
 
O gene SERPINH1 [serpin peptidase inhibitor, clade H (heat shock protein 47), 
member 1, (collagen binding protein 1), MIM 600943] é um gene formado por cinco 
exons e está localizado no cromossomo 11q13.5. Codifica a proteína 47 de choque 
térmico (HSP47), um membro da superfamília das serpinas de inibidores da 
proteinase da serina. Esta proteína localiza-se no retículo endoplasmático (NCBI 
GENE, acesso em julho de 2014). 
O gene FKBP10 (FK506 binding protein 10, 65kDa, MIM 607063) é formado por dez 
exons e está localizado no cromossomo 17q21.2. Codifica a FKBP65, uma 
isomerase cis-trans residente no retículo endoplasmático (ALANAY et al., 2010; 
NCBI GENE, acesso em julho de 2014). 
Proteínas destinadas à secreção (como o colágeno tipo I) ou à incorporação a 
membranas entram no retículo endoplasmático co-traducionalmente, onde são 
montadas e dobradas em suas conformações ativas (NAGATA, 1996). 
As moléculas de pró-colágeno tipo I são fracamente estáveis. Por esta razão, são 
submetidas à associação da HSP47 e da FKBP65, que atuam como chaperonas; 
estabilizam o pró-colágeno tipo I no retículo endoplasmático e auxiliam no seu 
dobramento, além de prevenirem a associação prematura das cadeias de pró-
colágeno tipo I (ISHIKAWA et al., 2009). Como são transportadas juntamente com o 
pró-colágeno tipo I do retículo endoplasmático ao complexo de Golgi, a HSP47 e a 
FKBP65 também auxiliam na secreção do pró-colágeno tipo I (ALANAY et al., 2010). 
HSP47 é uma proteína no retículo endoplasmático que se liga especificamente a 
vários tipos de colágeno e pró-colágeno e está envolvida no processamento e/ou na 
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secreção do colágeno sob condições normais. Em condições de estresse, HSP47 
faz parte do sistema de controle de qualidade para o pró-colágeno, incluindo a 
prevenção da secreção da molécula com conformação anormal (NAGATA, 1996), 
sendo, assim, um fator crítico para a integridade final da tripla hélice do colágeno 
tipo I (CHRISTIANSEN et al., 2010).  Apenas a molécula que se encontra na 
conformação correta de tripla hélice é transportada do retículo endoplasmático e 
secretada para fora das células pelo complexo de Golgi (NAGATA, 2003). 
A FKBP65 está relacionada com vários processos celulares, sendo um deles a 
isomerização peptidil-prolil cis-trans (PPIase), além de desempenhar a função de 
chaperona  (ALANAY et al., 2010).  
A deficiência na atividade da HSP47 e da FKBP65 leva a um acúmulo do pró-
colágeno tipo I dentro das células e a um atraso na secreção, sem alterações 
evidentes nos processos de síntese e modificação pós-traducional da molécula. 
(VENTURI e al., 2012a; ALANAY et al., 2010).   
Em geral, mutações em outras chaperonas e enzimas modificadoras do colágeno 
tipo I, como CRTAP, P3H1 e CyPB, levam a uma excessiva modificação das cadeias 
do colágeno tipo I. Entretanto, mutações em SERPINH1 e FKBP10 não afetam a 
síntese e não resultam em cadeias de colágeno I excessivamente modificadas, 
indicando que os produtos destes genes interagem com as moléculas de pró-
colágeno em estágios tardios da sua biossíntese, afetando a secreção das 
moléculas para a matriz extracelular (CHRISTIANSEN et al., 2010; ALANAY et al., 
2010; KELLEY et al., 2011; SHAHEEN et al., 2011; VENTURI et al., 2012a; 








2.5.3   SERPINF1 
 
O gene SERPINF1 [serpin peptidase inhibitor, clade F (alpha-2 antiplasmin, pigment 
epithelium derived factor), member 1, MIM 172860] localiza-se no cromossomo 
17p13.3 e é constituído de oito exons (NCBI GENE, acesso em julho de 2014).  
SERPINF1 codifica a proteína PEDF (Pigment Epithelium-Derived Factor), uma 
glicoproteína de 418 aminoácidos, membro da superfamília das serpinas, 
amplamente expressa em cérebro, cordão espinhal, plasma, pulmões, olhos, 
coração e ossos (TUCKER et al., 2012).  
Até o momento, mais de 1500 membros da família das serpinas já foram 
identificados, dos quais 36 são proteínas humanas. Esta família compreende dois 
grupos de proteínas. O primeiro grupo corresponde aos inibidores de proteases que 
regulam processos como inflamação, coagulação sanguínea e remodelação da 
matriz extracelular. O segundo grupo, do qual a PEDF faz parte, é formado por 
proteínas não inibidoras que desempenham diversas funções como transporte de 
hormônios, chaperonas moleculares ou supressão de tumores (FILLEUR et al., 
2009).  
A PEDF foi originalmente isolada do meio condicionado de cultura primária de 
células epiteliais da retina de fetos humanos (TOMBRAN-TINK; BARNSTABLE, 
2004). Esta proteína apresenta uma série de propriedades biológicas: promove o 
desenvolvimento, a diferenciação e a sobrevivência neuronais; desempenha papel 
regulatório no ciclo celular e na senescência de fibroblastos em cultura. PEDF é, 
ainda, um potente inibidor da angiogênese, devido à supressão da migração e da 
proliferação celular endotelial e à indução da apoptose das células endoteliais 
(QUAN et al., 2005). 
Sua potente atividade antiangiogênica combina-se com a atividade pró-angiogência 
do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF - vascular endothelial growth 
factor), um processo crucial para a formação e a reabsorção ósseas. Enquanto a 
PEDF induz a diferenciação de precursores celulares em osteblastos maduros, a 
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VEGF facilita a formação de osteoclastos e a reabsorção óssea (VENTURI et al., 
2012b). 
A PEDF tem alta afinidade com colágenos da matriz extracelular (VENTURI et al., 
2012b). Em ossos, regula a osteoprotegerina, que inibe a maturação dos 
osteoclastos e bloqueia precursores de proliferação e diferenciação dessas células. 
Assim, mutações com perda de função em SERPINF1 levam a uma redução nos 
níveis de osteoprotegerina, que podem resultar no aumento do número de 
osteoclastos, e consequentemente, no aumento da reabsorção óssea (AKIYAMA et 
al., 2010; HOMAN et al., 2011). 
Até o momento, não foram descritas mutações para a OI em SERPINF1 que 
afetassem a síntese, as modificações pós-traducionais e a secreção do colágeno 
tipo I (HOMAN et al., 2011; VENTURI et al., 2012b; RAUCH et al., 2012; TUCKER et 
al., 2012; CHO et al., 2013).  
No que se refere ao diagnóstico da OI tipo VI, a avaliação das concentrações séricas 
de PEDF mostrou-se ser um teste indicador mais eficiente do que a análise da 
sequência de todos os exons e dos limites exons/introns de SERPINF1 (RAUCH et 
al., 2012).  
 
 
2.6   OS ASPECTOS GENÉTICOS DA OI E AS CORRELAÇÕES ENTRE 
GENÓTIPO E FENÓTIPO 
 
Em 1983, a primeira mutação para a OI, uma deleção no gene COL1A1, foi descrita 
em um paciente com OI tipo II (CHU et al., 1983). No ano seguinte, descreveu-se a 
primeira mutação em COL1A2 (PIHLAJANIEMI et al., 1984). Atualmente, já foram 
descritas mais de 1200 mutações diferentes nos genes COL1A1 e COL1A2, que 
afetam o colágeno tipo I (DALGLEISH, 1998), refletindo uma grande 
heterogeneidade genética da OI.  
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Até o momento, já foram descritas cerca de 1.500 mutações diferentes para OI, 
sendo que mais de 1.250 são mutações autossômicas dominantes nos genes 
COL1A1 e COL1A2, codificadores das cadeias de pró-colágeno alfa 1 e 2, 
respectivamente.  Quase 200 mutações autossômicas recessivas foram descritas, 
das quais mais de 50% estão localizadas em um dos genes do complexo P3H1-
CRTAP-CyPB (LEPRE1, CRTAP e PPIB) (DALGLEISH, 1998). 
Existem duas classes gerais de mutações nos genes formadores das moléculas do 
colágeno tipo I: as que provocam uma diminuição da produção do colágeno tipo I, 
por geração de alelos nulos, e as que alteram a estrutura da molécula, devido à 
produção de cadeias pró-alfa 1 ou pró-alfa 2 anormais (NUSSBAUM; MCINNES; 
WILLARD, 2002). 
- Um alelo nulo é gerado devido a mutações que criam códons de parada 
prematuros em uma das fitas de DNA. Neste caso, apenas metade das moléculas 
de colágeno tipo I é produzida. Apesar dessa diminuição dos níveis de produção, 
todas as moléculas sintetizadas são normais; 
- Quando um dos alelos de gene COL1A1 está mutado, 75% das moléculas 
de colágeno tipo I sintetizadas são anormais, uma vez que este gene codifica as 
duas cadeias pró-1 da molécula. Em contrapartida, quando um dos alelos do gene 
COL1A2 sofre mutação, 50% das moléculas de colágeno tipo I sintetizadas são 
anormais.   
As proteínas compostas por subunidades, como o colágeno tipo I, em geral são 
sujeitas a mutações que evitam a associação das subunidades, alterando suas 
interfaces. Defeitos genéticos humanos envolvendo o colágeno tipo I ilustram a 
relação estreita entre a sequência de aminoácidos e a estrutura tridimensional desta 
proteína (LEHNINGER; NELSON; COX, 1995).  
No que se refere a mutações envolvendo o colágeno tipo I, o fenótipo reflete a 
natureza, o local e o efeito da mutação na cadeia. Em substituições de glicina, a 
natureza do aminoácido substituto define o fenótipo (BYERS, 2000). 
De maneira geral, defeitos qualitativos são mais graves que defeitos quantitativos. 
Assim, a forma mais leve da doença (OI tipo I) está associada a mutações que 
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provocam defeitos quantitativos, ou seja, defeitos que causam a redução da 
produção do colágeno tipo I normal, por efeito do alelo nulo mutado (REDFORD-
BADWAL et al., 1996). As formas mais graves de OI parecem ser causadas por 
mutações que provocam defeitos qualitativos, como substituições de glicina, perda 
de exons, rearranjos, deleções e inserções, resultando na produção de moléculas 
anormais de colágeno tipo I (FORLINO; MARINI, 2000).  
Substituições de aminoácidos, deleções de exons ou pequenas deleções/inserções 
in-frame nos domínios de tripla hélice podem não interferir na associação das 
cadeias, mas levam a um atraso na propagação do dobramento. As moléculas 
permanecem ligadas a enzimas modificadoras e sua taxa de secreção torna-se 
bastante reduzida. Ao permanecerem por longos períodos no retículo 
endoplasmático, muitas moléculas são degradadas. Um pequeno número consegue 
continuar na via secretora, apesar de todos os mecanismos de checagem e retenção 
de moléculas anormais, e, ao serem secretadas, interferem na formação das fibrilas 
ou na mineralização. Mutações que levam a quadros como este resultam em 
fenótipos mais graves (BYERS, 2000). 
Na figura 3, estão esquematizados os mecanismos que contribuem para o 




Figura 3 – Mecanismos que contribuem para a OI dominante: do colágeno tipo I mutante ao 
defeito no osso. Mutações em COL1A1 ou COL1A2 são traduzidas em cadeias de colágeno com 
estrutura anormal, que atrasam o dobramento do heterotrímero e resultam em excessivas 
modificações pós-traducionais na região da hélice do colágeno. Cadeias de pró-colágeno mutantes 
incapazes de formar heterpotrímeros retornam ao citosol e são degradadas (1); heterotrímeros com 
defeitos estruturais formam agregados moleculares que são eliminados por autofagia (2); moléculas 
com mutações na tripla hélice são degradadas por uma via não identificada (3); pró-colágeno anormal 
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pode ser secretado, processado e incorporado à matriz extracelular (4). O colágeno mutante 
secretado afeta a estrutura da fibrila e as interações com outras proteínas na matriz, assim como a 
mineralização, o desenvolvimento dos osteoblastos e as ligações célula-célula e célula-matriz. O 
resultado geral  é a deformidade e a fragilidade óssea. Adaptado de FORLINO et al., 2011. 
 
 
2.7   ESTUDOS E ESTRATÉGIAS MOLECULARES DE DETECÇÃO DE 
MUTAÇÕES CAUSADORAS DA OI   
 
O diagnóstico para a OI é dado analisando-se aspectos clínicos e radiológicos. 
Entretanto, o diagnóstico clínico, apenas, pode não ser tão preciso. A presença de 
esclera azulada, por exemplo, é uma característica altamente sugestiva, mas não é 
necessariamente um sintoma patognomônico de OI. A dentinogênese imperfeita é 
mais frequentemente observada na primeira dentição do que na dentição 
permanente (GLORIEUX, 2008). 
Assim, existe uma demanda crescente para os estudos moleculares, objetivando a 
identificação das mutações causadoras da doença nos pacientes. Com esses 
estudos, é possível obter um melhor esclarecimento da relação entre genótipo e 
fenótipo, além de um diagnóstico precoce e mais preciso, imprescindível para um 
tratamento adequado, possibilitando uma melhor qualidade de vida aos pacientes 
portadores desta doença (HOROVITZ; MATTOS; LLERENA, 2004). 
Análises moleculares fornecem informações úteis e auxiliam no aconselhamento 
genético. É importante ressaltar, porém, que um resultado positivo confirma a 
doença, mas um resultado negativo pode significar tanto que o paciente não é 
portador da OI, ou a mutação está presente e não foi detectada, ou a mutação não 
está presente nas regiões analisadas (GLORIEUX, 2008). 
Várias técnicas de análises moleculares são utilizadas atualmente para detecção de 
mutações causadoras da OI. Entre elas, são frequentemente usadas as seguintes: 
reação em cadeia da polimerase (PCR – Polymerase Chain Reaction), triagem de 
mutações por SSCP (Single Strand Confomation Polymorphism) e sequenciamento.  
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A técnica de PCR consiste na amplificação in vitro de um fragmento de interesse em 
milhões de cópias, utilizando pequenos fragmentos de DNA, os primers, que 
delimitarão as extremidades do fragmento a ser amplificado (SEPP, 1994; 
SAMBROOK; RUSSEL, 2011). 
A técnica de SSCP é uma técnica de triagem de mutações. Trata-se de um método 
comparativo baseado na mobilidade eletroforética diferencial de um fragmento de 
DNA em fita simples em géis não denaturantes, em função não apenas do 
comprimento das cadeias de DNA, mas também da conformação, ditada pela 
sequencia de nucleotídeos (STRACHAN; READ, 2002). O método foi inicialmente 
descrito por Orita e colaboradores (1989), mas estudos posteriores sugeriram 
modificações para melhorar a eficiência da técnica (SPINARDI; MAZARS; THELLET, 
1991).  
Uma das maiores vantagens do SSCP como técnica de triagem é que muitos 
produtos de PCR podem ser analisados simultaneamente. Além disso, muitos 
pesquisadores usam esta técnica para reduzir o número de amostras que deverão 
ser sequenciadas, realizando o sequenciamento apenas das amostras que se 
apresentarem alteradas no gel. 
A sensibilidade da técnica é geralmente inversamente proporcional ao tamanho do 
fragmento. Para fragmentos entre 100 e 300 pares de base a sensibilidade é de 
cerca de 99%, sendo esta de 80% para fragmentos de 400 pares de bases 
(SUNNUCKS et al., 2000).  
O sequenciamento de DNA é um processo que determina a ordem dos nucleotídeos 
de uma determinada amostra. Assim sendo, através do sequenciamento, é possível 
verificar a presença, o local e o tipo de alteração presente na amostra sequenciada. 
Por essas razões, o sequenciamento é uma poderosa ferramenta na detecção de 
mutações causadoras de doenças, sendo amplamente utilizada nos estudos de OI. 
Os estudos moleculares são ferramentas muito úteis no que se refere a OI. Através 
da identificação de mutações em pacientes dos quais já foram obtidas as 
informações sobre os fenótipos, obtém-se um melhor esclarecimento sobre a 
relação entre os locais e tipos de mutações e os fenótipos decorrentes dessas 
alterações. A detecção de mutações causadoras da doença, bem como a 
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identificação da presença de polimorfismos não patogênicos dentro da população 
são peças imprescindíveis para um melhor aconselhamento genético sobre a OI e 





3   PACIENTES E METODOLOGIA 
 
3.1   AMOSTRAS 
 
O Hospital Infantil Nossa Senhora da Glória (HINSG), localizado em Vitória, ES, é 
considerado um centro de referência em OI, concentrando um número considerável 
de pacientes portadores desta rara doença. Assim, estimou-se uma amostra de 20 a 
30 pacientes não aparentados para a realização deste trabalho. Os pacientes, 
atendidos no HINSG, foram analisados clínica e radiologicamente e diagnosticados 
como portadores de OI pela equipe médica responsável do hospital: Dr. Valentim 
Sipolatti, Dra. Maria Regina Galveias Oliveira Rebouças e Dra. Vanda Regina 
Rangel Nunes. 
Foram coletados 2 – 5mL de sangue periférico dos pacientes para ser extraído o 
DNA. O tipo II é uma forma com morte perinatal. Dessa forma, para a coleta de 
material biológico de pacientes portadores desse tipo de OI são necessários 
recursos que não estavam disponíveis para a realização do presente estudo.  
Foram, também, coletados 5mL de sangue de 100 indivíduos da população local, 
não afetados pela OI, sem grau de parentesco entre si e com os pacientes 
estudados, que foram utilizados como controles e foram analisados no estudo de 
possíveis polimorfismos.  
As amostras de sangue periférico foram coletadas em tubos contendo EDTA 
5% (200µL para cada 5mL de sangue). A coleta de sangue dos pacientes com OI, 
que consentiram em participar do trabalho, foi realizada no HINSG e a coleta de 
amostras dos controles normais foi realizada no Núcleo de Genética Humana e 
Molecular (NGHM) da Universidade Federal do Espírito Santo (UFES). 
Todos os pacientes com OI no HINSG foram convidados a participar da pesquisa e 
receberam, junto aos pais/responsáveis, esclarecimentos sobre os procedimentos, 
riscos e benefícios do trabalho. Aqueles que consentiram em participar da pesquisa 
assinaram o termo de consentimento livre esclarecido.  
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A identidade de todos os pacientes foi preservada e todos os dados e materiais 
biológicos coletados estão sob responsabilidade da pesquisadora responsável, 
Profª. Dra. Flavia de Paula.  
Este trabalho foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa do Hospital 
Infantil Nossa Senhora da Glória (protocolo nº. 12/010). 
 
 
3.2   EXTRAÇÃO DO DNA 
 
O DNA total foi extraído a partir de 2 - 5mL de sangue periférico baseando-se 
na metodologia descrita por Miller e colaboradores (1988), modificada como a 
seguir:  
a) Transferir o sangue para um tubo de polipropileno; 
b) Completar o volume para 13mL com solução de lise (NH4Cl 1550mM; KHCO3 
100mM; EDTA 10mM pH 7,4), homogeneizando em seguida; 
c) Manter o tubo no gelo por, pelo menos, 30 minutos, para a obtenção da lise 
da membrana celular; 
d) Centrifugar por 15 minutos a 1.800 rotações por minuto (rpm); 
e) Desprezar o sobrenadante e lavar o precipitado em 5mL de solução de lise;  
f) Centrifugar por 5 minutos a 1.800 rpm; 
g)  Desprezar o sobrenadante e ressuspender o precipitado em 1,5mL de 
solução de lise de membrana nuclear (Tris-HCl 100mM pH8,0; NaCl 4M; 
EDTA 20mM pH8,2); 




i) Homogeneizar levemente e incubar os tubos a 37ºC por um período de        
24 horas; 
j) Após a incubação, adicionar 0,5mL de NaCl 6M e agitar o tubo 
vigorosamente; 
k) Centrifugar por 20 minutos a 2.500 rpm; 
l) Transferir o sobrenadante para um tubo  de polipropileno limpo; 
m) Centrifugar por 15 minutos a 2.500 rpm; 
n) Transferir o sobrenadante para um tubo de vidro;  
o) Precipitar o DNA, adicionando-se duas vezes o volume de etanol absoluto e 
invertendo o tubo de vidro vagarosamente;  
p) Coletar o DNA com auxílio de um capilar de vidro com a extremidade soldada; 
q) Lavar o DNA preso no capilar de vidro em etanol 70%; 
r) Colocar o DNA preso no capilar de vidro em um tubo de microcentrífuga seco 
e devidamente identificado;  
s) Dissolver o DNA no tubo acrescentando 200µL de solução de TE-4 (10mM 
Tris-HCl pH 8,0; 100M EDTA pH7,4) e desprezar o capilar de vidro; 
t) Incubar a 65ºC por 30 minutos, para minimizar a contaminação por DNAse; 








3.3   CHECAGEM DO DNA EXTRAÍDO 
 
O DNA extraído foi quantificado em espectrofotômetro Thermo Scientific 
NanoDropTM 1000® e diluído para a concentração de uso (20ng/μL) com água 
ultrapura. 
 
3.4   REAÇÃO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR - Polymerase 
Chain Reaction) 
Todos os exons dos genes LEPRE1, CRTAP, PPIB, FKBP10, SERPINH1 e 
SERPINF1 foram amplificados por PCR em um termociclador Applied Biosystems 
(GeneAmp®PCR System 9700), utilizado-se primers descritos Baldridge e 
colaboradores (2008) e primers desenhados pela própria equipe executora da 
pesquisa, utilizando o programa Primer 3 Input (versão 0.4.0), disponível online.  
Cada par de primers amplifica um fragmento composto pelo exon, pelos limites 
exon/intron e por porções dos introns. Alguns exons dos genes estudados são muito 
longos, gerando fragmentos de tamanhos maiores do que o recomendado para 
serem analisados com as técnicas adotadas neste trabalho (HAYASHI, 1991; 
HAYASHI; YANDELL, 1993; SHEFFIELD et al., 1993; SUNNUCKS et al., 2000). 
Para esses casos, foram desenhados dois ou mais pares de primers por exon, 
possibilitando uma análise mais confiável do mesmo. Os primers utilizados neste 
estudo estão descritos nos Quadros 3-8. 
Após cada reação de amplificação, os produtos foram aplicados em gel de 
poliacrilamida 6% [7,5 mL de acrilamida 40%, 5mL de TBE 10X, 325L de persulfato 
de amônio (APS) 10%, 35L de TEMED e água destilada para o volume final de 
50mL] para verificar o resultado da PCR. Cerca de 6µL de produto de PCR de cada 





Quadro 3 – Primers utilizados na amplificação dos fragmentos do gene LEPRE1 
























































*Os primers que amplificam os exons 2, 3, 7, 9 e 10 foram descritos por Baldridge e colaboradores 
(2008). Os demais primers foram desenhados pela equipe executora da pesquisa. 
Quadro 4 – Primers utilizados na amplificação dos fragmentos do gene CRTAP 


























Quadro 5 – Primers utilizados na amplificação dos fragmentos do gene PPIB 



















Quadro 6 – Primers utilizados na amplificação dos fragmentos do gene FKBP10 













































Quadro 7 – Primers utilizados na amplificação dos fragmentos do gene SERPINH1 












































Quadro 8 – Primers utilizados na amplificação dos fragmentos do gene SERPINF1 





























Após a corrida por cerca de uma hora e meia a 240V, o gel foi corado com 
nitrato de prata.  
Nos géis de poliacrilamida, o objetivo final foi a verificação de uma única banda 
do tamanho esperado, quando comparada com um marcador molecular de tamanho 
conhecido também aplicado nos géis. As condições de amplificação foram testadas 







3.5   TRIAGEM DE MUTAÇÕES 
 
Após a amplificação por PCR, realizou-se a triagem de mutações nas amostras pela 
técnica de Single Strand Conformation Polymorphism (SSCP), descrita por Orita e 
colaboradores (1989). A técnica de SSCP é um método comparativo baseado na 
mobilidade eletroforética diferencial de um fragmento de DNA em fita simples em 
géis não denaturantes, em função não apenas do comprimento das cadeias de DNA, 
mas também da conformação, ditada pela sequência de nucleotídeos.  
Para a triagem de mutações, foi utilizado o gel de poliacrilamida 5% com adição de 
5% de glicerol (SPINARDI; MAZARS; THELLET; 1991) e TBE 0,5X (8,75mL de 
poliacrilamida 40%, 3,5 mL de TBE 10X, 3,5 mL de glicerol, 600L de APS 10%, 
30L de TEMED e água destilada até o volume de 70mL). Além disso, também 
foram utilizados outros dois géis: o gel de poliacrilamida 7% (12,25mL de 
poliacrilamida 40%) e uma fórmula comercial de poliacrilamida, o gel de MDE da 
marca Cambrex Bio Science Rockland, Inc (13,75mL de MDE, 3,3mL de TBE 10X, 
1,37mL de glicerol, água destilada até o volume de 55mL, 220µL de APS 10% e 
22µL de TEMED), que é mais sensível, de acordo com o fabricante, facilitando a 
observação de bandas.     
Cerca de 10L de cada produto de PCR foram misturados com 2L de corante 
SSCP-loading buffer (980 mL/L formamida, 10 mmol/L EDTA, 0,25 g/L xileno cianol 
FF, e 0,25 g/L bromofenol blue). As amostras, já misturadas com o corante, foram 
desnaturadas a 94ºC por 10 minutos, mantidas no gelo e aplicadas nos géis. Os géis 
foram submetidos à eletroforese à 6-8W por 9 -17 horas (gel de poliacrilamida 5%) 
ou por 17-32 horas (géis de poliacrilamida 7% e de MDE), a uma temperatura 







3.6   SEQUENCIAMENTO E ANÁLISE DE ALTERAÇÕES 
 
Os fragmentos com migração anormal no gel foram sequenciados no laboratório do 
Instituto de Química da Universidade de São Paulo. As análises e a denominação 
das alterações foram realizadas baseando-se nas sequências referências para os 
genes LEPRE1, CRTAP, PPIB, FKBP10, SERPINH1 e SERPINF1 (NG_008123.1, 
NG_008122.1, NG_012979.1, NG_015860.1, NG_012052.1 e NG_028180.1, 
respectivamente) e comparadas com as alterações já descritas no banco de dados 
‘The Human Type I Collagen Mutation Database’ (DALGLEISH, 1998). 
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4   OBJETIVOS 
 
4.1   OBJETIVO GERAL 
 
Investigar mutações nos genes LEPRE1, CRTAP, PPIB, FKBP10, SERPINH1 e 
SERPINF1 causadoras da Osteogênese Imperfeita em pacientes atendidos no 
Hospital Infantil Nossa Senhora da Glória (HINSG), em Vitória, Espírito Santo. 
 
 
4.2   OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
a) Realizar a triagem de mutações em todos os exons e limites exons/introns 
dos genes LEPRE1, CRTAP, PPIB, FKBP10, SERPINH1 e SERPINF1 em 
pacientes com Osteogênese Imperfeita; 
b) Sequenciar as amostras alteradas e determinar os tipos de variações 
genéticas encontradas nos fragmentos em questão; 
c) Investigar em controles normais as alterações encontradas em pacientes para 
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